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Для понимания патогенеза дилатационной кардио- 
миопатии (ДКМП) необходимо установить молекулярно
клеточные механизмы старения миокарда, в том числе 
связанные с программируемой клеточной гибелью, моле
кулярные механизмы которого практически не изучены. 
Цель работы -  изучение маркеров апоптоза в кардио- 
миоцитах у пациентов с ДКМП in vitro. В работе исполь
зовали метод первичных диссоциированных клеточных 
культур и метод иммунофлюоресцентной конфокальной 
лазерной микроскопии. Для моделирования клеточного 
старения использовали клетки 3-го и 14-го пассажей, со
ответствующие «молодым» и «старым» культурам. На мо
лекулярном уровне старение клеток кардиомиоцитов со
провождалось повышением экспрессии p16INK4a в 2 раза 
по сравнению с «молодыми культурами» как в контроль
ной, так и в группе с ДКМП. Также установлено, что экс
прессия p16INK4a в культурах, взятых от пациентов с пато
логией, была в 2 раза выше, чем в аналогичных культурах 
от здоровых пациентов. Экспрессия р21 была повышена 
в группе с ДКМП по сравнению с контрольной группой, 
однако при старении культуры экспрессия p21 не изменя
лась, оставаясь на высоком уровне. Наиболее значимые 
различия были получены при сравнении экспрессии Bax 
в культуре клеток кардиомиоцитов из группы с ДКМП 
в «молодой» культуре с нормой -  в 3,2 раза. Старение 
клеток миокарда на молекулярном уровне проявлялось 
в повышении экспрессии белка Вах, именно он являет
ся запускающим механизмом митохондриального пути 
апоптоза. Возможно, этот путь клеточной гибели является 
превалирующем при ДКМП.
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Хронологическое старение характеризуется из
менениями межклеточной коммуникации, геномной 
нестабильностью, эпигенетическими изменениями, 
укорочением теломер, митохондриальной дисфунк
цией, истощение пула стволовых клеток и клеточ
ным старением [17].

Дилатационная кардиомиопатия (ДКМ П ) яв
ляется заболеванием сердечной мышцы со струк
турными и функциональные нарушения миокарда. 
Клиническая картина определяется левосторонней 
или бивентрикулярной дилатацией с систолической 
дисфункцией миокарда при отсутствии факторов 
гемодинамической перегрузки (гипертензии, по
роков клапанов сердца, врожденных аномалий 
сердца) или коронарной патологии (И БС) [9]. 
ДКМ П — одна из основных причин сердеч
ной недостаточности, серьезность этой патоло
гии обусловлена преимущественным поражением 
людей молодого возраста и тем, что чаще всего 
приводит к необходимости трансплантации серд
ца [23]. В 2016 г. экспертами Европейской рабо
чей группы предложено новое определение карди- 
омиопатии с понятием «клинического континуума 
Д КМ П », включающего промежуточные вариан
ты с изменением фенотипа у носителей мутаций 
от субклинической формы до полного проявления 
признаков заболевания [21].

В число причин ДКМ П входят: инфекцион
ные причины (как исход миокардита либо развитие 
на фоне миокардита) — вирусные, бактериальные, 
грибковые, риккетсиозные, паразитарные (напри
мер, при болезни Чагаса); токсические причины — 
алкогольное поражение сердца, медикаментозные 
воздействия (антрациклины, доксорубицин и дру
гие), тяжёлые металлы (кобальт, ртуть, мышьяк, 
свинец) [14]. Регулярное употребление алкоголя 
не менее 80 г/сут в течение более 5 лет часто при
водит к дилатации и дисфункции ЛЖ [12].

Распространенность ассоциированных с воз
растом заболеваний, в том числе атеросклероти
ческие нарушения или сердечная недостаточность, 
возрастают при хронологическом старении. Выяв
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лена ведущая роль клеток с маркерами старения 
в прогрессировании сердечно-сосудистой пато
логии [24]. К маркерам старения клеток относят: 
маркеры апоптоза — р53, p21, p16^^^4“, p38; 
MAPK — маркер старения, индуцированного 
стрессом; yH2AX — маркер повреждения ДНК, 
укорочение теломер, связанная со старением бета- 
галактозидаза (5A-в-gal) [4, 5, 7].

В проведенном исследовании для изучения 
были выбраны маркеры апоптоза. Определяющую 
роль в процессе старения играет ген супрессора 
опухолей p53, однако данный белок хорошо изучен 
[10, 18], и мы остановились на белках p16lNK4a и p21, 
которые тесно с ним ассоциированы. Именно р21 
отвечает за р53-зависимую остановку клеточных 
делений. Белок p21 ингибирует ключевые регуля
торы клеточного цикла — циклинзависимые кина
зы, а также блокирует репликацию ДНК, связы
ваясь с PCNA, что и обусловливает необратимость 
клеточного старения [15]. Как белок, являющийся 
основным посредником p53 в остановке клеточно
го цикла, p21 является важным маркером старения 
[8]. Кодируемые другим локусом (INK4A-ARF) 
белки p16INK4a и p14ARF (ARF) также представля
ют собой ключевые регуляторы клеточного старе
ния [6]. Белок p16INK4a, как и p21, выступает в роли 
ингибитора циклинзависимых киназ. Экспрессия 
p16INK4a заметно увеличивается с возрастом прак
тически во всех тканях [16]. Это результат акти
вации белка митоген-активируемой протеинкиназы 
p38 в ответ на оксидативный или генотоксический 
стресс, которая опосредованно повышает уровень 
экспрессии р16 [13]. Выбор Bax обусловлен его 
участием в альтернативном пути запуска апоптоза, 
а именно митохондриальном. Последний развива
ется при дефиците факторов, обеспечивающих вы
живаемость клеток (цитокинов и контактных сиг
налов от соседних клеток), а также под действием 
цитотоксических агентов (облучение, стероидные 
гормоны, цитостатики) [22]. Bax и Bak являются 
членами семейства Bcl-2 и основными регулятора
ми внутреннего пути апоптоза. Под воздействием 
апоптозных стимулов они активируются и олигоме
ризуются на внешней мембране митохондрий, что
бы опосредовать ее проницаемость, которая счита
ется ключевым этапом апоптоза [19].

До сих пор остается неизученным, обладают ли 
кардиомиоциты от пациентов с ДКМ П прежде
временным фенотипом старения или стареют как 
обычные клетки. В связи с этим целью исследова
ния явилось изучение маркеров апоптоза в кардио- 
миоцитах у пациентов с ДКМ П in vitro.

Материалы и методы

Для создания культур (диаметр 0,2 см, четыре 
фрагмента) была забрана ткань миокарда человека 
от трех пациентов мужского пола среднего возрас
та (52,3±2,6 года) с ДКМ П при помощи биопсии 
сердца в Клинике сердечно-сосудистой хирургии 
Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова 
(Санкт-Петербург). Извлечение образцов ткани 
осуществляли в стерильных условиях на базе опе
рационного блока. Все пациенты подписали ин
формированное согласие.

После получения материала клетки опускали 
в стерильную емкость, содержащую физиологиче-

о  ТУ ' оский раствор. Контрольной служила культура нор
мальных кардиомиоцитов человека (линия Girardi 
Heart, полученная из коллекции клеточных культур 
Института цитологии РАН, Санкт-Петербург). 
Культуральная среда для кардиомиоцитов со
стояла из 86,5% ЕМЕМ, 10% FBS, 1% NEAA, 
1,5 % НЕРЕS, 1% PES, L -глутамина. Все куль
туры выращивали на протяжении трех пассажей 
(«молодые» клеточные культуры) и 10 пассажей 
(«старые» клеточные культуры). Десятый пассаж 
был выбран в качестве «старых» культур экспе
риментально, так как при последующих пересевах 
большая часть клеток культуры вступала в апоптоз.

Для иммуноцитохимического исследования 
культур применяли следующие первичные моно
клональные антитела: p16INK4a (1:150, «Abcam», 
Англия), p21(1:150, «Abcam», Англия), Bax 
(1:150, «Abcam», Англия). Окрашивание препа
ратов проводили по стандартному протоколу [2]. 
Эксперимент был проведен в трех повторно
стях. В качестве вторичных антител для иммуно- 
флюоресцентной реакции использовали антитела, 
конъюгированные с флюорохромом Alexa Fluor 
647 («Abcam», Англия, 1:1000). Стекла инкуби
ровали 30 мин при комнатной температуре в тем
ноте. Ядра клеток докрашивали Hoechst 33258 
(«Sigma», С Ш А ). Визуализацию результатов 
иммунофлюоресцентого окрашивания осуществля
ли с помощью конфокального микроскопа «Zeiss 
LSM 980» («Zeiss», Германия).

Для оценки результатов иммуноцитохимиче- 
ского окрашивания проводили морфометрическое 
исследование с использованием системы компью
терного анализа микроскопических изображений 
Vidеotest Morphology 5.2 на базе Intel Pentium 5. 
В каждом случае анализировали пять полей зрения 
при ув. 200. Экспрессию для маркера с цитоплаз
матическим действием, а именно Bax, оценивали



по площади, равной отношению площади покрыто
го иммунопозитивными клетками участка к общей 
площади клеток, расположенных в поле зрения. 
Для маркеров с ядерным выражением (p16INK4a, 
p21) площадь экспрессии рассчитывали как от
ношение площади участка, содержащего иммуно- 
позитивные ядра, к общей площади ядер, встре
чающихся в поле зрения. Площадь экспрессии 
измеряли в процентном отношении.

Для статистической обработки данных исполь
зовали программу Statistica 12 (StatSoft), вид 
распределения определяли с применением крите
рия Шапиро—Уилка (Shapiro—Wilk’s W-test). 
Было установлено, что все выборки соответствуют 
нормальному распределению. Для проверки ста
тистической однородности нескольких выборок 
были использованы непараметрические процедуры 
однофакторного дисперсионного анализа (крите
рий Крускалла—Уоллиса). Критический уровень 
достоверности нулевой гипотезы по критерию 
Стьюдента (об отсутствии различий) принимали 
равным 0,05.

Результаты и обсуждение

Методом иммунофлюоресцентной лазерной 
конфокальной сканирующей микроскопии иссле
довали маркеры старения — белки p16INK4a, p21 
и Bax в культуре клеток кардиомиоцитов при дли
тельном пассировании, моделирующем старение 
in vitro.

На рис. 1, характеризующем «молодую» куль
туру, бо льшая часть ядер клеток миокарда флюо
ресцирует синим цветом, что свидетельствует 
об отсутствии экспрессии в них белка р16. При 
этом в «старых» культурах клеток сосудов появля
ется все больше клеток, иммунопозитивных к бел
ку p16INK4a и флюоресцирующих красным цветом.

Площадь экспрессии белка p16INK4a на 3-м 
пассаже составляла 6,65 ±1,13% в контрольной 
группе, тогда как в группе с ДКМ П выявлено до
стоверное повышение экспрессии данного маркера 
(13,3±2,61%) практически в 2 раза. При анализе 
уровня экспрессии p16INK4a при старении клеточ
ной культуры показано, что при ДКМ П данный 
показатель возрастал в 2 раза по сравнению с по
казателем в контрольной группе (рис. 2).

Уровень экспрессии р21 в «молодой» культу
ре кардиомиоцитов без сердечно-сосудистых па
тологий был равен 7,75±2,16%, в аналогичной 
«старой» культуре уровень экспрессии исследуе
мого белка достоверно не изменился и составил 
8,51±2,63%. В «молодой» культуре кардиомио

цитов, полученных от пациентов с ДКМ П, пло
щадь экспрессии р21 составила 15,32±2,06%, что 
в 1,9 раза больше, чем данный показатель в норме. 
В «старой» культуре кардиомиоцитов, получен
ных от пациентов с ДКМ П, площадь экспрессии 
р21 составила 17,03±3,44%, что в 2 раза больше 
нормы.

Уровень экспрессии Bax в культуре «молодых» 
кардиомиоцитов в норме составил 14,43±3,39%, 
а в «старых» кардиомиоцитах был в 1,6 раза боль
ше — 22,76±3,31% (см. рис. 2). При ДКМ П 
площадь экспрессии Bax в «молодой» культуре 
была в 2 раза выше по сравнению с нормой и со
ставила 29,71±4,20%, а в «старых» культурах — 
в 2,1 раза выше по сравнению с нормой и была 
равна 48,32±4,54% . При клеточном старении 
уровень экспрессии Bax в культуре кардиомиоци- 
тов, полученных от пациентов с ДКМ П, возрастал 
в 1,6 раза.

Для ДКМ П хорошо изучены генетические 
факторы развития болезни, так есть список генов- 
кандидатов этой болезни, мутации в которых осо
бенно характерны для семейных форм заболевания, 
однако имеется и приобретённая ДКМ П, которая 
развивается из-за негенетических факторов — 
болезней и воздействия химических веществ [1]. 
Частота выявления приобретенной ДКМ П уве
личивается с возрастом пациентов, таким образом 
можно проследить связь между развитием болезни 
и старением организма в целом, поэтому исследо
вание маркеров старения кардиомиоцитов поможет 
установить новые молекулярные маркеры этой 
патологии.

В исследовании на культурах кардиомиоци- 
тов показан повышенный уровень экспрессии 
p21 как в молодых культурах, так и при старении 
при ДКМ П. По данным литературы известно, 
что уменьшение количества p21 в клетке приво
дит к наступлению фазы G1, то есть в клетке на
чинается подготовка к митотическому делению. 
Снижение экспрессии или активности p21 повы
шает способности организма к регенерации тканей 
[11]. Таким образом, повышенная экспрессия р21 
свидетельствует о сниженном регенеративном по
тенциале сердечной мышцы у больных с ДКМ П. 
Так, даже в «молодых» культурах зафиксирован 
повышенный уровень экспрессии данного маркера.

Ранее в исследовании на 170 здоровых доно
рах было показано, что концентрация протеина 
p16INK4“ в крови возрастает при увеличении биоло
гического возраста и неблагоприятных экзогенных 
воздействиях [16]. В нашем исследовании на кар-



Группа p ie p21 Bax

Дилатационная кардиомиопатия

Рис. 1. М икрофотографии культуры  клеток  кардиомиоцитов, окрашенных с применением а н т и т е л  к р16, p21, Bax, 
в контрольной группе и при дилатационной кардиомиопатии (лазерная конфокальная сканирующая микроскопия)

диомиоцитах мы получили аналогичную картину, дении теломер. X . Zhang и соавт. [25] провели
при старении клеточной культуры экспрессия р16 эксперимент, в котором блокировали экспрессию
увеличивалась, особенно выраженным это увели- p16^^^4a в клеточных культурах мыши с повреж-
чение было в группе с ДКМП. Также установлено, денными теломерами. В результате эксперимента
что экспрессия p16INK4a возрастает при повреж- выяснилось, что при контроле работы гена p16INK4a



можно продлить существование клеток с повреж
денными теломерами. Известно, что гиперэкспрес
сия p16INK4“ приводит к остановке клеточного цик
ла при переходе от S- к G2-фазе и в дальнейшем 
может приводить к апоптозу и преждевременной 
гибели клеток с поврежденными теломерами [3].

В исследовании M.H. No и соавт. на крысах 
было показано, что на молекулярном уровне ста
рение клеток миокарда проявлялось в повышении 
экспрессии белка Baх, именно он является запу
скающим механизмом митохондриального пути 
апоптоза [19]. Функциональная роль белка Baх 
состоит в димеризации с белком Bak и образова
нии пор в митохондриальной мембране, инициации 
последующих этапов внутреннего пути запуска 
апоптозного каскада [20]. Следует отметить, что 
в культурах кардиомиоцитов из группы с ДКМ П 
экспрессия Bax была существенно выше, чем 
в культуре кардиомиоцитов, полученных от здо
ровых доноров. Таким образом, можно предпо
ложить, что при ДКМ П именно внутренний путь 
запуска апоптоза является превалирующим.

Заключение

Старение клеток миокарда in vitro в большей 
степени реализуется через сигнальный каскад 
белка Bax, а именно он является запускающим 
механизмом митохондриального пути апоптоза, 
и в меньшей степени — при участии другого каска
да, реализуемого протеинами p16 и р21. Понимание 
патогенеза ДКМ П на молекулярном уровне, наря
ду с диагностическими возможностями, открывает 
новые перспективы не только для персонализиро
ванной медицины, но и для разработки новых ле
чебных стратегий.
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To understand the pathogenesis of dilated cardiom yopathy (DCMP), it is necessary to establish the m o

lecular-cellu lar mechanisms of myocardial aging, including those associated w ith programmed cell death, the 
m olecular mechanisms of which have not been practically studied. The aim of th is  w ork is to study markers 
of apoptosis in cardiom yocytes of patients w ith DCMP in vitro. We used the method of prim ary dissociated 
cell cultures and the method of im m unofluorescence confocal laser m icroscopy. Cells of the 3rd and 14th pas
sages, corresponding to «young» and «old» cultures, were used to simulate cellular senescence. Results. At 
the molecular level, aging of cardiom yocyte cells was accompanied by a tw ofo ld  increase in the expression 
of p16 INK4a compared to «young cultures» both in the control group and in the group w ith DCMP. It was also 
found that the expression of p 1 6 NK4a in cultures taken from  patients w ith pathology was 2 tim es higher than 
in s im ilar cultures from  healthy patients. The expression of p21 was increased in the group w ith DCMP com 
pared to the control; however, w ith aging of the culture, the expression of p21 did not change, remaining at a 
significant level. The most significant differences were obtained when comparing the expression of Bax in the 
cell culture of cardiom yocytes from  the group w ith DCMP in a «young» culture compared w ith the norm, 3,2 
tim es. Aging of myocardial cells at the molecular level was manifested in an increase in the expression of the 
Bax protein, which is the triggering mechanism of the m itochondrial apoptosis pathway. It is possible that 
th is  pathway of cell death is prevalent in DCMP.

Key words: dilated cardiom yopathy, aging o f heart cells, regulators o f apoptosis, heart muscle disease, 
m olecular markers
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